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Se a alma não é pequena. 
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RESUMO 
 
Objetivo: Quantificar as fibras colágenas de meniscos de coelhos submetidos à temperaturas 
e períodos de preservação variáveis. Métodos: Retirou-se assepticamente 120 meniscos 
(mediais e laterais) de 30 coelhos (Nova Zelândia), machos, idade entre 6/8 meses, peso 
médio de 3250g. Os meniscos foram congelados, de dois até trinta dias, a 7,2°Celsius 
negativos (n=60) e 73°Celsius negativos (n=60). A cada dois dias, de cada temperatura, foram 
descongelados quatro meniscos que foram encaminhados para o estudo histológico. A 
descrição morfológica foi feita com os cortes corados por HE, e para o estudo morfométrico 
os cortes foram corados pelo método de Picrosirius e posteriormente submetidos à 
polarização. A quntificação de área ocupada pelas fibras colágenas em cada lâmina foi 
calculada por subtração de imagens à partir do programa de software Image Pro Plus. 
Resultados: Na análise descritiva das médias percentuais de colágeno foram observadas 
diferenças maiores e  estatisticamente significantes (p<0,001) à temperatura de 73ºCelsius 
negativos. A análise comparativa das médias percentuais de fibras colágenas ao longo dos 
períodos de preservação, embora com diferença de valores, apresentaram uma curva simétrica 
de variação. Também obervou-se que  à partir do 14ºdia, em ambas temperaturas, a variação 
na porcentagem de fibras colágenas em relação aos demais períodos, não apresenta 
significância estatística, contudo  a temperatura de 73ºCelsius negativos mostrou-se superior à 
7,2ºCelsius negativos na preservação de fibras colágenas. A análise de regressão polinomial 
mostrou que a variação das médias percentuais de fibras colágenas é um polinômio de terceiro 
grau, sugerindo outras variáveis implicadas na preservação do colágeno. Conclusão:  A 
temperatura de 73ºCelsius negativos mostrou médias percentuais de colágeno superiores em 
todos os períodos observados, porém à partir do 14º até o 30º dia de congelamento, a 
quantidade de fibras colágenas permanece estável em ambas temperaturas. 
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ABSTRACT 
 
Objective: to quantify meniscuses’collagenous fibers of rabbits submitted to variable 
temperatures and conservation periods. Methods: One hundred and twenty (120) meniscuses 
(medial and lateral) were aseptically removed from 30 male rabbits (New Zealand), with age 
between 6/8 months and mean weight of 3,250g. The meniscuses were frozen between 2 and 
30 days at 7,2oCelsius negative (n=60) and 73oCelsius negative (n=60). From each 
temperature group, four meniscuses were unfrozen every two days, which were sent to 
histological study. The morphological description was done with cuts colored with HE, and 
for the morphometric study the cuts were colored by the Picrosirius method and afterwards 
submitted to polarization. On each slide, the quantification of the area occupied by the 
collagenous fibers was calculated by image subtraction, using the Image Pro Plus software. 
Results: In the descriptive analysis of the collagenous’ mean percentages, greater and 
statistically significant differences (p<0.001) were observed at a temperature of 73oCelsius 
negative. The comparative analysis of the collagenous’ fibers mean percentages during the 
conservation periods, although with differences in values, presented a symmetric curve of 
variation. It was also observed that as from day 14th, in both temperatures, the variation on the 
collagenous fibers percentage in relation to the other periods, did not present statistical 
significance, although at the temperature of 73oCelsius negative showed to be superior to the 
7,2oCelsius negative in preserving the collagenous fibers. The polynomial regression analysis 
showed that the variation of the mean percentages of collagenous fibers is a polynomial of 
third degree, suggesting other variables involved on the collagenous conservation. 
Conclusion: The temperature of 73oCelsius negative showed superior collagenous’ mean 
percentages in all observed periods, although as from the 14th up to the 30th days of freezing, 
the amount of collagenous fibers remained stable in both temperatures. 
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 1. INTRODUÇÃO 
 
 Os meniscos são estruturas fibrocartilaginosas interpostas entre as superfícies 
articulares do fêmur e da tíbia, com atuação importante na transmissão de cargas e absorção 
de energia, ajudando a proporcionar estabilidade rotacional e vara-valga, além de lubrificar a 
articulação e tornar as superfícies congruentes. Assim, os meniscos são importantes por 
reduzir o estresse sobre a cartilagem articular, impedindo danos mecânicos aos condrócitos e 
à matriz extra-celular 1-6. 
 A capacidade do menisco em realizar suas funções mecânicas, depende de sua 
propriedade material e de sua estrutura anatômica. A propriedade material do menisco é 
determinada por sua composição bioquímica, além da interação dos seus constituintes como 
água, proteoglicanas e colágeno. A importância estrutural e funcional do menisco possui 
relação direta com a estabilidade articular 1,3,4,6-9.  
 A matriz extra-celular dos meniscos é composta principalmente por colágeno, pequena 
quantidade de proteoglicanas, glicoproteínas e elastina. O colágeno predominante é do tipo I, 
que representa cerca de 80 % do conteúdo total, sendo os 20 % restante constituído por fibras 
colágenas do tipo II, III, V e VI 1,3,6,7,9-16.  
 Apesar da principal orientação das fibras colágenas no menisco ser circunferencial, 
existem fibras orientadas em direção radial, que partem da superfície do menisco em direção 
às suas camadas mais profundas, passando por entre as fibras arranjadas circunferencialmente. 
Essa organização, contribui de forma importante para a manutenção de propriedades 
mecânicas como força tênsil e rigidez 3,16-22. 
 A área periférica do corpo meniscal (10 à 15 %) é atendida por plexo sinovial vascular 
originário da cápsula articular. A zona central do corpo do menisco é nutrida por difusão do 
líquido sinovial. Estudo experimental demonstrou que o suprimento vascular para o menisco 
lateral e medial, origina-se da artéria genicular lateral e medial que dá origem ao plexo capilar 
perimeniscal no interior da membrana sinovial e tecidos capsulares da articulação do joelho. 
Esse plexo é uma rede de vasos que supre a borda periférica do menisco, por meio de sua 
junção com a cápsula articular, com vasos orientados de forma circunferencial com 
ramificações radiais direcionadas ao centro da articulação. Esses vasos penetram o estroma 
  
 
 
meniscal em torno de 15 à 25 %. A reparação de lesões meniscais depende fundamentalmente 
da rede vascular 1,23,24.  
 De modo geral, as lesões meniscais vêm sendo tratadas ao longo dos anos, pela 
retirada do menisco. A meniscectomia total ou parcial, a médio e longo prazo, apresenta 
efeitos deletérios sobre a articulação, acelerando o processo de degeneração da cartilagem 
articular 23,25-30. 
O reparo das lesões por meio de suturas, permite em alguns casos, reconstituir a 
integridade anatômica do menisco, que para adequada cicatrização depende da região 
acometida e sua subseqüente irrigação vascular 1,23-25,31.  
 Na impossibilidade de reparar o menisco lesado e/ou quando se impõe a necessidade 
de sua remoção, surgem como opções o transplante de menisco ou a utilização de próteses 
meniscais 2,27,32-37.  
 Desde 1984, quando do primeiro transplante de menisco em humanos, outros casos já 
foram relatados em todo o mundo, mostrando ser um procedimento potencialmente eficaz na 
prevenção da osteoartrose após meniscectomia 2,15,27,33,36,38-40.  
 Diferentes técnicas de preservação e tempos de armazenamento exercem efeitos 
diversos sobre a integridade biológica e bioquímica dos tecidos. As técnicas correntes de 
armazenamento e preservação de meniscos são semelhantes à de outros tecidos conectivos e 
incluem: método à fresco, congelamento profundo, congelamento a seco (liofilizado) e 
criopreservação 2,5,19,37,39-43. 
A forma de armazenamento à fresco, proporciona a refrigeração do tecido a 4ºC 
positivos, e tem como objetivo, preservar a viabilidade celular além de manter a arquitetura 
do menisco. Um obstáculo inerente a este procedimento, aponta a dificuldade em estabelecer 
o período em que as células permanecem viáveis, desde a retirada do doador, até o momento 
do transplante 33,44.  
No congelamento profundo, o menisco é armazenado em temperaturas a partir de 
70ºCelsius negativos. A literatura refere que tecidos armazenados dessa forma, podem 
permanecer conservados por um período de até cinco anos. Uma vantagem desse 
procedimento inclui a facilidade (simples descongelamento) em preparar o enxerto no 
momento da operação. Entretanto, uma desvantagem importante, questiona as alterações que 
o congelamento pode causar nas propriedades biológicas e mecânicas do tecido, que ao ser 
transplantado, tende a provocar instabilidade articular 2,5,19,36,37,39,40,42.  
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A liofilização causa a destruição das células por um processo a vácuo e deformidade 
do tecido, com redução de cerca de 2/3 do comprimento do menisco 5,32,37.  
Autores que, partidários da criopreservação, referem manter entre 10 e 40% da 
integridade celular, porém o procedimento apresenta um alto custo 2,5,27,37,40,43.  
Quanto maior a capacidade do tecido em sobreviver no ambiente hospedeiro sem 
causar resposta imunológica, melhor a qualidade do enxerto. Sendo a resposta imune 
proporcional à expressão dos antígenos de histocompatibilidade nas células, técnicas de 
preservação que causam a morte celular como congelamento profundo e liofilização, são 
apontados por alguns autores como tendo a capacidade de melhorar a aceitação desse enxerto 
2,5,19,39,40,52,53,54.  
No entanto, enxertos fibrocartilaginosos como os meniscos, são considerados como 
tecidos imunologicamente privilegiados, devido à densa matriz extra-celular que isola as 
células do sistema imune do hospedeiro. Com isso, alguns autores acreditam, que tecidos 
frescos e criopreservados são capazes de manter as propriedades estruturais do menisco 
2,5,27,40,41,43,52-54. 
A presente pesquisa propõe avaliar os efeitos de diferentes temperaturas e tempo de 
armazenamento sobre a arquitetura estrutural dos meniscos de coelhos, através de uma 
quantificação das fibras colágenas do tipo I. 
O Programa de Pós-Graduação em Cirurgia e Experimentação, dentro da linha de 
pesquisa em Integração Orgânica de Transplantes e Próteses, vem desenvolvendo um projeto 
de avaliação em transplante de meniscos. 
Pesquisa nesta linha verificou que em meniscos de coelhos congelados em  
temperaturas diferentes, permanecem cerca de 30% de células viáveis ao final de trinta dias de 
congelamento. Verificou também uma modificação na estrutura das fibras colágenas 
independente da temperatura, embora não tenha sido realizada uma quantificação das fibras 
colágenas 45,46.       
Em prosseguimento a essa investigação, e sabendo da importância da integridade 
estrutural do colágeno para manutenção da força tênsil do menisco transplantado, pareceu 
pertinente verificar a participação do componente de fibras colágenas nesse sistema de 
armazenamento em diferentes temperaturas. 
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Determinar a temperatura de armazenamento para preservação das fibras colágenas 
permite adequar o momento ideal para a realização do transplante de modo a preservar as 
propriedades biológicas e mecânicas do menisco.  
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 2. OBJETIVOS 
2.1 Geral 
 
Estudo da preservação de meniscos para enxerto homólogo. 
 
 
2.2 Específico 
 
Quantificar as fibras colágenas de meniscos de coelhos submetidos à temperaturas e períodos 
de preservação variáveis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3. MÉTODOS 
3.1 Amostra 
 
O experimento foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo - UNIFESP – EPM, protocolo nº 179/05. 
Foram utilizados 30 coelhos (Granja RG Comércio de Produtos Agropecuários Ltda 
ME-São Paulo-SP), Oryctolagus cuniculus, da linhagem Nova Zelândia, machos, com idade 
entre seis e oito meses e peso médio de 3.250 gramas.  
 Os coelhos permaneceram por um período adaptativo pré-operatório de sete dias no 
Biotério da Disciplina de Técnica Operatória e Cirurgia Experimental da UNIFESP-EPM, 
alojados em gaiolas individuais, em condições de temperatura controlada por sistema de ar 
condicionado, ciclo de luz-escuridão de doze horas e alimentação com ração própria para a 
espécie e  água a vontade (Figura 1). 
 
 
Figura 1 - Biotério da Disciplina de Técnica Operatória e Cirurgia Experimental. Animais alojados em 
gaiolas individuais. 
 
 
 
  
 
 
 Após a retirada com técnica asséptica, os meniscos foram distribuídos aleatoriamente 
em dois grupos: 
       G I = Armazenados à temperatura de 7,2°Celsius negativos (n=60) 
       G II = Armazenados à temperatura de 73°Celsius negativos (n=60) 
 A cada dois dias, a partir do segundo até o trigésimo dia, foram encaminhados para o 
estudo histológico quatro espécimes de cada grupo de estudo. 
A distribuição da amostra está esquematizada na figura 2. 
 
      
 



Amostra => 30 animais
Grupo I (-7.2ºC)
2º dia => - 4 meniscos
4º dia => - 4 meniscos
6º dia => - 4 meniscos
8º dia => - 4 meniscos
10º dia => - 4 meniscos
12º dia => - 4 meniscos
14º dia => - 4 meniscos
16º dia => - 4 meniscos
18º dia => - 4 meniscos
20º dia => - 4 meniscos
22º dia => - 4 meniscos
24º dia => - 4 meniscos
26º dia => - 4 meniscos
28º dia => - 4 meniscos
30º dia => - 4 meniscos
Grupo II (-73ºC)
2º dia => - 4 meniscos
4º dia => - 4 meniscos
6º dia => - 4 meniscos
8º dia => - 4 meniscos
10º dia => - 4 meniscos
12º dia => - 4 meniscos
14º dia => - 4 meniscos
16º dia => - 4 meniscos
18º dia => - 4 meniscos
20º dia => - 4 meniscos
22º dia => - 4 meniscos
24º dia => - 4 meniscos
26º dia => - 4 meniscos
28º dia => - 4 meniscos
30º dia => - 4 meniscos  
n = 120
n = 60 n = 60
Figura 2 - Esquema de distribuição da amostra nos diferentes grupos e tempos de estudo. 
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3.2 Procedimento Anestésico 
 
 Os animais privados de ração por seis horas antes do ato operatório foram pesados em 
balança de precisão, antes da medicação pré-anestésica. 
 Na sala pré-operatória os coelhos receberam como medicação pré-anestésica 
2,4mg.Kg-1 de acepromazina (Acepran®) à 1% e 4mg.Kg-1 de cloridrato de xilazina 
(Anasedan®) adicionados na mesma seringa e administrados pela via intramuscular (região 
posterior da coxa - ventre dos músculos semitendíneo e semimembranáceo).  
Viabilizou-se um acesso venoso por meio de punção da veia auricular marginal, para 
infusão de solução salina a 0,9% e das drogas necessárias para a indução anestésica como 
cloridrato de cetamina (Ketamin®) e cloridrato de xilazina, na proporção de 1:1, 
administrando-se 0,5 ml desta solução. 
Na sala cirúrgica, os animais foram mantidos em decúbito dorsal na calha operatória e 
intubados com sonda orotraqueal 2,5 sem balão (Figura 3).  
A manutenção anestésica se fez com isofluorano a 1,5% em fluxo constante de 2L por 
minuto e com uma freqüência respiratória de 10 movimentos por minuto, ciclados pelo 
aparelho Takaoka® (modelo KT12 Sansei).  
 
Figura 3 - Foto representando 
animal intubado com 
sonda orotraqueal 2,5 
sem balão. 
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3.3 Procedimento Operatório 
 
Cada animal foi tricotomizado na região anterior, posterior, lateral e medial dos 
joelhos direito e esquerdo, incluindo toda a coxa e a região anterior e inferior da parede 
abdominal (Figura 4). 
 
 
Figura 4 - Foto representativa da área tricotomizada. 
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A anti-sepsia da área tricotomizada foi realizada com polivinilpirrolidona (Povidini®) 
e isolada com  panos esterilizados,  delimitando uma  área restrita para o ato operatório. 
 Iniciou-se o procedimento por meio de uma incisão longitudinal anterior do joelho 
com cerca de seis centímetros de extensão. A tela subcutânea foi divulsionada, identificando-
se o ligamento da patela, até a exposição da cápsula articular medial (Figura 5). Um esforço 
em valgo, flexão do joelho e luxação lateral da patela foram o suficiente para acessar o 
menisco medial (Figura 6). 
A meniscectomia total foi realizada com bisturi lâmina número 15 e tesoura curva de 
dez centímetros. 
 
mm 
lp 
Figura 5 - Foto do joelho com a patela luxada lateralmente para exposição do menisco medial. 
lp – ligamento patelar 
mm – menisco medial 
                      
pt 
pll 
mm 
Figura 6 -  Foto da retirada do menisco 
medial. 
mm – menisco medial 
pll – patela luxada lateral 
 Figura 7 -  Foto após a retirada do 
menisco lateral demons-
trando o platô tibial. 
pt – platô tibial 
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Para a retirada do menisco lateral, o tendão extensor longo dos dedos foi desinserido 
da tíbia. Flexão do joelho, luxação medial da patela e um esforço em varo foram necessários 
para a retirada do menisco lateral (Figura 7). Os meniscos medial e lateral de cada joelho, 
foram retirados e medidos, registrando a medida de seu eixo maior (Figuras 8 e 9). 
                    
Figura 8 -  Foto representativa do menisco 
registrando a medida de seu maior 
eixo. 
 Figura 9 -  Foto representativa dos 
meniscos imediatamente 
após ressecção cirúrgica. 
 
Os meniscos foram colocados em pequenos sacos plásticos individuais, esterilizados 
em óxido de etileno, que por sua vez foram acondicionados em potes plásticos, também 
esterilizados pelo mesmo método (Figura 10). 
 
Figura 10 -  Pote e invólucro plástico para 
acondionamento asséptico de um menisco. 
 
  Cada conjunto foi imediatamente levado para armazenamento em duas temperaturas 
diferentes: 73°Celsius negativos (congelador do Departamento de Patologia da UNIFESP) 
(Figura 11), e 7,2°Celsius negativos (congelador doméstico da Disciplina de Técnica 
Operatória e Cirurgia Experimental da UNIFESP) (Figura 12). 
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Figura 11 -  Congelador do Departamento de 
Patologia da UNIFESP. 
 
 Figura 12 -  Congelador domestico 
da Disciplina de 
Técnica Operatoria e 
Cirurgia Experimental 
da UNIFESP. 
 
O ato operatório foi finalizado com a redução da luxação da patela e a sutura da 
cápsula articular, tela subcutânea e pele, com fio de poliamida (Mononylon® -Ethicon) 4.0. 
Com o animal ainda anestesiado, procedeu-se a eutanásia com a injeção intravenosa da 
associação (T-61) de Embutramida, Mebezônio e Tetracaína. 
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3.4 Estudo Microscópico 
 
 Decorrido o intervalo de congelamento determinado para cada grupo, quatro meniscos 
foram retirados de seus respectivos congeladores (Figura 13), mergulhados em solução salina 
(cloreto de sódio à 0,9%) em temperatura ambiente, por vinte minutos, até o total 
descongelamento (Figura 14). Após descongelados, os meniscos foram imersos em frascos 
individuais, com formol a 10% onde permaneceram por quarenta e oito horas. 
     
Figura 13 -  Foto representativa de um menisco imediatamente 
apos retirada do congelador. 
 
 Figura 14 -  Foto representativa de 
um menisco submetido 
à descongelamento em 
solução salina à 
temperatura ambiente. 
 
 O processamento histológico que foi realizado no Departamento de Patologia – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia e Laboratório de Oncologia Experimental da 
Universidade de São Paulo – USP, implicou em: corte no sentido longitudinal do maior eixo 
do menisco; emblocamento das peças em parafina ; secção com micrótomo rotativo ajustado 
para 5µm de espessura ; preparação das lâminas e coloração pelo método de hematoxilina-
eosina  (HE) e Picrosirius associado à polarização para a visualização das fibras colágenas. 
O método de Picrosirius baseia-se na característica do corante Sirius Red ser 
fortemente ácido devido aos seis grupamentos sulfônicos que contém e ao fato de reagirem 
com os grupamentos amínicos das moléculas de lisina presentes no colágeno, de tal modo, 
que as moléculas do corante se dispõem paralelamente ás moléculas alongadas de colágeno, 
orientadas normalmente em uma única direção. Essa orientação normal das moléculas de 
colágeno é responsável pela sua fraca birrefringência apresentada quando estudado com 
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microscopia de polarização. Após a coloração com Sirius Red, a adição de grande quantidade 
de moléculas alongadas do corante, leva a um aumento considerável da birrefringência das 
fibras colágenas 17,18,23.  
As lâminas coradas pelo Picrosirius Red foram analisadas pelo sistema 
computadorizado de análise de imagens, constituído por uma vídeo-câmera Nikon® FDX – 
35, acoplada a um microscópio óptico Nikon (Eclipse 800), com objetivas pancromáticas, que 
transmitiram as imagens a um microcomputador Pentium 4, com 502 megabytes de memória 
RAM, trabalhando em ambiente Windows XP Professional® e equipado com placa 
digitalizadora e o software Image-Pro-Plus® ( versão 4.5).  
 Para a realização da morfometria, os cortes foram medidos por inteiro, 
utilizando objetiva de 0,5 vezes, para calcular a área do corte em mm² (Figura 15). 
A leitura e descrição das lâminas corados pelo HE, foram realizadas por patologista 
que desconhecia a origem dos grupos estudados. 
 
 
Figura 15 -  Fotomicrografia representativa de um corte inteiro de menisco, corado por Picrosirius Red, 
capturado pelo sistema Image Pro-Plus, utilizando objetiva de 0,5 vezes. 
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Cada corte, corado pelo Picrosirius, foi observado em microscópio de polarização, e as 
imagens capturadas pelo sistema de imagens Image Pro-Plus® utilizando objetiva de 10 vezes 
(Figura 16), em diversos campos, sendo salvas imagens digitais de maneira que toda a 
extensão do menisco foi fotografada. A área de cada imagem foi medida automaticamente por 
diferencial colorimétrico. O analisador fornece ao sistema o padrão de cor a ser quantificado, 
e o sistema identifica a cor, preenche a área de interesse e processa a mensuração (Figura 17 e 
18). Efetuada a medida da última imagem correspondente a um menisco, as áreas são 
somadas, representando a área total de colágeno tipoI, presente em cada corte, em µm² 
posteriormente convertido em mm², presente no menisco. 
 
 
Figura 16 - Foto representativa do sistema de análise de imagens, demonstrando um campo microscópico 
contendo fibras colágenas polarizadas, utilizando objetiva de 10 vezes. 
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Figura 17 - Foto representativa do sistema de análise de imagens, onde a área 
contendo fibras colágenas do tipo I, foi preenchida em verde para ser 
quantificada pelo sistema. 
 
Figura 18 - Foto representativa do sistema de análise de imagens, processando a 
mensuração da área parcial ocupada por fibras colágenas do tipo I. 
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3.5 Estudo Estatístico 
 
O estudo estatístico foi elaborado pela PGS Medical Statistics utilizando software 
SPSS 10®, e de acordo com a natureza das variáveis foram aplicados os seguintes testes: 
As variáveis foram representadas por média e desvio padrão (dp). 
Adotou-se o nível de significância de 0,05 (α = 5%) em todos os testes estatísticos 
aplicados e níveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram considerados significantes. 
Realizou-se uma análise comparativa para avaliação dos fatores tempo e temperatura 
aplicando-se a técnica de Análise de Variância (ANOVA) com dois fatores fixos: temperatura 
e dia de congelamento. 
Diante da ausência de interação entre temperatura e tempo de congelamento, foram 
aplicados os testes de comparações múltiplas de Bonferroni para localizar as diferenças entre 
os tempos de congelamento. 
Na tentativa de prever a porcentagem de colágeno em relação ao tempo de 
congelamento, foi aplicada a técnica de Análise de Regressão Polinomial. 
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 4. RESULTADOS 
4.1 Análise descritiva das médias percentuais de colágeno I nas temperaturas de 
7,2ºCelsius negativos e 73ºCelsius negativos nos diferentes tempos de congelamento. 
 
A tabela e gráficos abaixo representam as médias e variabilidade da porcentagem de colágeno 
tipo I avaliada nos diferentes tempos de congelamento nas temperaturas fixas de 7,2ºCelsius 
negativos e 73ºCelsius negativos. 
 
Tabela 1 - Distribuição das médias e desvio padrão da porcentagem de colágeno I nas temperaturas de 
7,2ºCelsius negativos e 73ºCelsius negativos, nos diferentes períodos de observação. 
 
Porcentagem de Colágeno I 
7,2ºCelsius 73ºCelsius negativos  negativos 
Tempo de 
congelamento 
(dias) média média  (dp)   (dp) 
2 ,26 30,11  (3,93) 27  (4,28) 
4 27,68  (2,36) 34,54  (3,78) 
6 22,65 30,67  (1,60)   (2,37) 
8 21,79  (2,04) 25,20  (1,51) 
10 18,66 23,75  (1,49)   (2,84) 
12 20,02  (3,18) 25,87  (0,84) 
14 25,10 28,85  (3,84)   (0,82) 
16 24,75  (0,64) 29,33  (2,17) 
18 21,73 28,55  (2,63)   (2,07) 
20 23,98  (0,54) 30,03  (0,99) 
22 20,66 30,12  (1,89)   (2,27) 
24 23,82  (0,62) 30,83  (2,16) 
26 23,01 27,93  (2,64)   (1,62) 
28 20,02  (2,04) 27,32  (0,90) 
30 20,89 26,70  (1,15)   (1,07) 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Gráfico 1 - Distribuição das médias e da variabilidade (desvio padrão) da porcentagem de fibras 
colágenas do tipo I, à temperatura de -7.2ºC, nos diferentes períodos de observação. 
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Gráfico 2 - Distribuição das médias e da variabilidade (desvio padrão) da porcentagem de fibras 
colágenas do tipo I, à temperatura de 73ºCelsius negativos, nos diferentes períodos de 
observação. 
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Gráfico 3 - Distribuição das médias da porcentagem de fibras colágenas do tipo I, nas temperaturas fixas 
de 7,2ºCelsius negativos e 73ºCelsius negativos, nos diferentes períodos de observação. 
 
4.2 Análise comparativa das médias percentuais de colágeno I nas temperaturas de 
7,2ºCelsius negativos e 73ºCelsius negativos nos diferentes tempos de 
congelamento. 
 
Foi aplicada a técnica de análise de variância (ANOVA) com dois fatores fixos: 
temperatura e dia de congelamento e não foi encontrada interação estatisticamente 
significante entre os dois fatores (p = 0,236). 
Foi encontrado resultado estatisticamente significante do fator temperatura (p < 
0,001), onde as médias de porcentagem de colágeno foram sempre maiores na temperatura 
73ºCelsius negativos. 
Também foi encontrado resultado estatisticamente significante do fator tempo de 
congelamento (p < 0,001). 
Para localizar as diferenças entre os tempos de congelamento, as temperaturas foram 
agrupadas, devido a ausência de interação entre temperatura e tempo de congelamento. 
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Gráfico 4 - Distribuição das médias da porcentagem de fibras colágenas do tipo I, nos diferentes tempos 
de congelamento, independentes da temperatura, comparadas com as médias nas duas 
temperaturas estudadas. 
 
Foram aplicados os testes de comparações múltiplas de Bonferroni para localizar as 
diferenças entre os tempos de congelamento, os resultados estão mencionados abaixo: 
 
• O grupo com tempo de congelamento de 2 dias mostrou média de porcentagem de 
colágeno significantemente maior do que nos grupos com tempo de congelamento em 
8, 10, 12, 28 e 30 dias (p < 0,05 em todas as comparações); 
 
• O grupo com tempo de congelamento de 4 dias mostrou média de porcentagem de 
colágeno significantemente maior do que nos grupos com tempo de congelamento em 
6, 8, 10, 12, 18, 22, 26, 28 e 30 dias (p < 0,05 em todas as comparações); 
 
• O grupo com tempo de congelamento de 6 dias mostrou média de porcentagem de 
colágeno significantemente maior do que no grupo com tempo de congelamento de 10 
dias (p < 0,05 em todas as comparações); 
 
• O grupo com tempo de congelamento de 10 dias mostrou média de porcentagem de 
colágeno significantemente menor do que nos grupos com tempo de congelamento em 
14, 16, 20, 22, 24 e 26 dias (p < 0,05 em todas as comparações); 
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• O grupo com tempo de congelamento de 12 dias mostrou média de porcentagem de 
colágeno significantemente menor do que no grupo com tempo de congelamento de 24 
dias (p < 0,05 em todas as comparações). 
 
Em resumo: 
*: diferença significante ao nível de 5%; ns: diferença não significante ao nível de 5% 
Tempo de congelamento (dias) 
 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 
2  ns ns * * * ns ns ns ns ns ns ns * * 
4   * * * * ns ns * ns * ns * * * 
6    ns * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
8     ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
10      ns * * ns * * * * ns ns 
12       ns ns ns ns ns * ns ns ns 
14        ns ns ns ns ns ns ns ns 
16         ns ns ns ns ns ns ns 
18          ns ns ns ns ns ns 
20           ns ns ns ns ns 
22            ns ns ns ns 
24             ns ns ns 
26              ns ns 
28               ns 
30                
Quadro 1 - Correlação da significância estatística da porcentagem média de fibras colágenas do tipo I  
nos diferentes dias de congelamento. 
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4.3 Análise de Regressão Polinomial das médias percentuais de colágeno I nas 
temperaturas de 7,2ºCelsius negativos e 73ºCelsius negativos nos diferentes 
tempos de congelamento. 
 
 Nos dois experimentos, o melhor ajuste de curvas foi um polinômio de 3º grau, e os 
resultados foram: 
 
4.3.1  Temperatura 7,2ºCelsius negativos 
 
Tabela 2 - Valores encontrados para o ajuste de curvas para as médias percentuais de fibras colágenas 
do tipo I, na temperatura de 7,2ºCelsius negativos. 
 
Variável Coeficiente ep 
constante 31,65 38 < 0,05 25 1,83
d 64 0,48
dia² 0,138 43 < 0,05 6 0,03
di 27 0,00
p valor 
ia -2,11 03 < 0,05 
a³ -0,00 07 < 0,05 
 
Dessa forma a equação do polinômio fica: 
% Colágeno I (7,2ºCelsius negativos) = 31,6525 – 2,1164 × dia + 0,1386 × dia² – 0,0027 × dia³ 
O modelo de regressão acima mostrou-se estatisticamente significante (p < 0,001) e com um 
coeficiente de explicação de 32,5% (R² = 0,325), mostrando um ajuste muito fraco. 
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Gráfico 5 - Gráfico de dispersão mostrando a porcentagem média de fibras colágenas do tipo I,  função 
do congelamento a 7,2ºCelsius negativos. 
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4.3.2 Temperatura 73ºCelsius negativos 
 
Tabela 3 - Valores encontrados para o ajuste de curvas para as médias percentuais de colágenas do 
tipo I, na temperatura de 73ºCelsius negativos. 
 
Variável Coeficiente ep 
constante 37,16 57 < 0,05 15 1,96
Dia 41 0,51
dia² 0,160 68 < 0,05 2 0,03
dia³ 32 0,00
p valor 
-2,30 48 < 0,05 
-0,00 08 < 0,05 
 
Dessa forma a equação do polinômio fica: 
% Colágeno I (73ºCelsius negativos) = 37,1615 – 2,3041 × dia + 0,1602 × dia² – 0,0032 × 
dia³ 
O modelo de regressão acima mostrou-se estatisticamente significante (p < 0,001) e com um 
coeficiente de explicação de 27,2% (R² = 0,272), mostrando um ajuste muito fraco. 
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Gráfico 6 - Gráfico de dispersão mostrando a porcentagem média de fibras colágenas do tipo I, em 
função do congelamento a 73ºCelsius negativos. 
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4.4 Resultados do estudo histológico. 
 
4.4.1 Descrição morfológica dos cortes histológicos de meniscos corados por 
hematoxilina e eosina. 
 
 
Em todos os grupos de estudo os meniscos se apresentam constituídos por uma 
cartilagem fibrosa, a qual esta formada por grande concentração de fibras colágenas do tipo I 
rodeadas por substância amorfa e por inúmeros condrócitos.  
Os condrócitos se apresentam mergulhados na substância amorfa, sendo que em 
alguns locais formam grupos isógenos. Não observou-se a presença de capilares sanguíneos  
nem de linfáticos.  
No grupo conservado à temperatura de -7,2°C notou-se maior concentração de 
substância intercelular amorfa, em relação às fibras colágenas, especialmente a partir do 16º 
dia de congelamento. Já no grupo onde os meniscos foram congelados a -73 ºC, não 
encontrou-se diferenças dignas de nota. Nesse grupo observou-se grande concentração de 
fibras colágenas do tipo I separadas por pequena quantidade de substância amorfa. 
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